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Novas ferramentas de fácil utilização para genotipagem 
padronizada e com qualidade controlada de estirpes do 
complexo Mycobacterium tuberculosis
New, easy-to-use tools for standardised and quality-
controlled genotyping of Mycobacterium tuberculosis 
complex strains
Harmonized and reliable typing of patho-
genic bacteria permits easy identification 
of locally or internationally circulating 
clones, which is essential for optimal epi-
demiological surveillance and disease con-
trol. This is especially true for diseases such 
as tuberculosis (TB), with worldwide dis-
tribution and global emergence of drug-
resistant strains. In addition, typing can 
guide therapeutic decisions, for instance in 
case of suspected laboratory errors or con-
taminations. Mycobacterial interspersed 
repetitive unit-variable number of tandem 
repeat (MIRU-VNTR) typing has become 
a major method for fast and high-resolu-
tion genotyping of Mycobacterium tubercu-
losis complex isolates. A system based on 
24 loci has been proposed for international 
standardization by an international con-
sortium including 10 European and Ame-
rican laboratories1. In population-based 
studies, standard MIRU-VNTR typing 
was shown to have an equal to slightly bet-
A tipagem harmonizada e fiável de bactérias 
patogénicas permite a fácil identificação de 
clones em circulação local ou internacional-
mente, o que é essencial para bons serviços de 
vigilância epidemiológica e de controlo de 
doenças. Isto aplica -se particularmente a 
doenças como a tuberculose (TB), com inci-
dência mundial e emergência global de estir-
pes resistentes a fármacos. Além do mais, a 
tipagem pode ajudar nas decisões terapêuti-
cas, por exemplo, em casos de suspeição de 
erros ou contaminações laboratoriais. A tipa-
gem pela metodologia MIRU -VNTR (myco-
bacterial interspersed repetitive unit -variable 
number of tandem repeat) tornou -se impor-
tante para a genotipagem rápida e de alta re-
solução dos isolados do complexo Mycobacte-
rium tuberculosis. Um consórcio internacional 
que inclui 10 laboratórios europeus e ameri-
canos1 propôs um sistema baseado em 24 loci 
para padronização internacional. Estudos de 
população mostraram que a tipagem MIRU-
-VNTR padrão tem um valor de previsão 
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igual a ligeiramente melhor do que o anterior 
padrão -ouro, IS6110 RFLP, no estudo da 
transmissão de TB, em ambientes com carac-
terísticas epidemiológicas representativas das 
de muitos países desenvolvidos. A interroga-
ção baseada na PCR de até 24 marcadores 
independentes e bem calibrados facilita a rá-
pida e fiável elucidação dos mecanismos mo-
leculares de situações complexas que envol-
vam potenciais surtos, infeções mistas ou 
reinfeções2 -6. Como resultado, este método 
vem sendo adoptado internacionalmente, 
frequentemente em combinação com spoligo-
typing, como o novo método de referência 
para epidemiologia molecular da TB, por 
exemplo, pelo Center for Disease Control 
(CDC) nos Estados Unidos, grandes consór-
cios europeus de investigação e de vigilância 
epidemiológica e por centros de referência 
nacionais ou regionais.
Novos equipamentos e serviços de uso fácil 
que ficaram recentemente disponíveis vie-
ram facilitar o controlo de qualidade da uti-
lização desta técnica, bem como a interpreta-
ção dos resultados obtidos. Os serviços de 
tipagem MIRU -VNTR são propostos e usa-
dos já por centros de referência e laborató-
rios internacionais para realização de genoti-
pagem (incluindo de estirpes de M. bovis) e/
/ou para avaliação do sistema de garantia de 
qualidade QA/QC. Os kits de calibração, 
validação e tipagem MIRU -VNTR de qua-
lidade controlada, bem como o software para 
gestão de dados e formação on -site, facilitam 
enormemente a padronização e a utilização 
eficiente da tipagem MIRU -VNTR no labo-
ratório do utilizador.
Com o kit de tipagem MIRU -VNTR, 24 
marcadores são ampliados a partir de ADN 
purificado ou de extrato bruto de ADN de 
colónias micobacterianas ou de grânulos de 
ter predictive value than the previous gold 
standard IS6110 RFLP for the study of TB 
transmission, in settings with epidemio-
logical characteristics representative of 
those of many developed countries. PCR-
based interrogation of up to 24 indepen-
dent and well-calibrated markers facilitates 
prompt and reliable molecular-guided elu-
cidation of complex situations involving 
potential outbreak cases, mixed infections 
or re-infections2-6. As a result, this method 
is being internationally adopted, often in 
combination with spoligotyping, as the 
new reference method for TB molecular 
epidemiology, e.g. by the US CDC, large 
European research and epidemiological 
surveillance consortiums and National or 
Regional reference Centers.
New, easy-to-use tools and services have re-
cently become available, which facilitate 
quality-controlled use of this technique, as 
well as interpretation of the results obtained. 
MIRU-VNTR typing services are proposed 
and already used by international Reference 
Centers and laboratories, for outsourcing 
their genotyping (including of M. bovis 
strains) and/or for QA/QC evaluation. 
Quality-controlled MIRU-VNTR Calibra-
tion, Validation and Typing kits, as well as 
dedicated data management software and 
on-site trainings greatly facilitate standar-
dized set up and efficient use of MIRU-
VNTR typing in user’s laboratory.
With the MIRU-VNTR Typing Kit, 24 
markers are amplified from purified DNA 
or crude DNA extract from mycobacterial 
colonies or cell pellets from liquid cul-
tures, using 8 triplex PCR and fluorescent 
primers specific for the flanking regions of 
the targeted loci. Amplified fragment are 
separated by capillary electrophoresis on 
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células de culturas líquidas, usando 8 triplex 
PCR e primers fluorescentes específicos para 
os flancos dos loci alvo. Os fragmentos am-
pliados são separados por eletroforese capi-
lar em plataformas ABI para determinação 
das dimensões dos produtos da PCR. Con-
forme se vão sabendo os tamanhos das uni-
dades repetidas, estes refletem os números 
das sequências dos loci ampliados. A análise 
é feita usando o software ABI GeneMapper®, 
equipado com módulos optimizados forne-
cida no GENOSCREEN MIRU -VNTR ty-
ping calibration kit. O resultado final é um 
genótipo numérico portátil, que correspon-
de ao número repetido em cada locus. As 
estirpes dos genótipos podem então ser ana-
lisadas e comparadas com as estirpes de ge-
nótipos de referência, recorrendo a bancos 
de dados locais ou a www.miru -vntrplus.
org, um banco de dados de identificação 
multifuncional de livre acesso na Internet.
O kit de calibragem MIRU -VNTR foi de-
senhado para implementação e validação 
padronizada da técnica MIRU -VNTR no 
laboratório do utilizador. A migração relati-
va entre o padrão de tamanho e os produtos 
do PCR depende dos locus e alelos do 
MIRU -VNTR e difere segundo o polímero 
usado para eletroforese capilar e entre ins-
trumentos4. Assim, os bin sets GeneMapper 
específicos dos instrumentos são criados 
com o fim de calibrar para estes efeitos. 
Cada bin define o âmbito de tamanhos ob-
servados para um dado número repetido 
(alelo) determinado a partir de 4 sequências 
diferentes. Estes bin sets são criados usando 
o software Bin Set Creator e 24 marcado-
res allelic ladders, de acordo com os tama-
nhos dos allelic ladder obtidos no analisa-
dor de ADN do utilizador. Para validar o 
processo, é fornecido um painel de 12 
ABI platforms to determine the PCR 
product sizes. As the length of the repeat 
units is known, these sizes reflect the num-
bers of repeated sequences in the ampli-
fied loci. Analysis is done using ABI Gene-
Mapper® software customized with 
optimized modules provided in GENO-
SCREEN MIRU-VNTR Typing Calibra-
tion Kit. The final result is a portable nu-
merical genotype, corresponding to the 
repeat number in each locus. Strain geno-
types can then be analyzed and compared 
to reference strain genotypes using local 
databases or www.miru-vntrplus.org, a 
multi-functional identification database 
freely accessible via the Internet.
The MIRU-VNTR Calibration Kit is de-
signed for standardised implementation and 
validation of MIRU-VNTR technique in 
user’s laboratory. Relative migration be-
tween the size standard and the PCR pro-
ducts depends on the MIRU-VNTR locus 
and alleles, and differs upon polymer used 
for capillary electrophoresis and between 
instruments4. Therefore, instrument-speci-
fic GeneMapper bin sets are created in order 
to calibrate for these effects. Each bin de-
fines the observed size range for a given re-
peat number (allele) determined from 4 dif-
ferent runs. These bin sets are specifically 
created using the Bin Set Creator software 
and 24 marker-specific Allelic Ladders, in 
accordance with the Allelic Ladder sizes 
obtained on user’s DNA Analyzer. To vali-
date the process, a panel of 12 reference 
samples (including one negative control) 
with known allelic profiles is provided. Af-
ter PCR amplification and electrophoretic 
separation, allelic profiles are determined 
using the created bin sets and checked for 
validation.
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amostras de referência (incluindo um con-
trolo negativo) com perfis alélicos conheci-
dos. Após ampliação por PCR e separação 
eletroforética, determinam -se os perfis aléli-
cos usando os bin sets criados e validados.
O software do gestor de dados MIRU-
-VNTR foi desenhado para facilitar a gestão 
de dados após análise do GeneMapper. As 
características incluem operações de contro-
lo de qualidade (verificação dos controlos, 
etc.), gestão dos dados (dados em falta e ale-
los duplos, criação de novas folhas de cálcu-
lo, intercalação e controlo cruzado dos re-
sultados do projecto GeneMapper®) e 
formatação final para compatibilidade com 
o banco de dados MIRU -VNTRPlus. A for-
The MIRU-VNTR Data Manager software 
is designed to facilitate data management 
after GeneMapper analysis. Features include 
quality control operations (verification of 
controls, etc), data management (missing 
data and double alleles, creation of new run 
spreadsheets, merging and cross-control of 
GeneMapper® project results), and final for-
matting for compatibility with MIRU-VN-
TRPlus database. MIRU-VNTR training is 
proposed in user’s laboratory, and includes 
calibration and validation of user’s platform, 
as well as training on technical and scien-
tific interpretation. Dedicated MIRU-VN-
TR Support is provided to kit users via spe-
cific e-mailbox and telephone.
Fig. 1 – Tipagem MIRU -VNTR. A curva, as caixas e as setas à direita representam um cromossoma da estirpe do complexo 
M. tuberculosis, unidades repetidas dos loci MIRU -VNTR e os primers usados para ampliação PCR, respectivamente. 
Vinte e quatro loci MIRU -VNTR são analisados via 8 PCR multiplex. O resultado fi nal é um genótipo numérico, que corres-
ponde ao número de unidades repetidas de cada um dos 24 marcadores
Fig. 1 – MIRU-VNTR typing. Close curve, orange boxes and arrows on the right represent a M. tuberculosis complex strain 
chromosome, repeat units of MIRU-VNTR loci, and labeled primers used for PCR amplifi cation, respectively. Twenty-four 
MIRU-VNTR loci are analysed via 8 multiplex PCRs. The fi nal result is a numerical genotype, corresponding to the repeat 
unit number of each of the 24 markers
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It is hoped that the availability of these tools 
for easier and more efficient real-time geno-
typing will contribute to improved molecu-
lar-guided TB control and surveillance.
mação MIRU -VNTR, que se propõe tenha 
lugar no laboratório do utilizador, inclui ca-
libragem e validação da plataforma do utili-
zador, bem como formação quanto à inter-
pretação técnica e científica. Aos utilizadores 
dos kits MIRU -VNTR é oferecido apoio 
específico via e -mail e telefone.
Espera -se que a disponibilidade destes apa-
relhos para genotipagem em tempo real 
mais fácil e eficiente contribua para melho-
rar o controlo e a vigilância molecular da 
tuberculose.
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